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(Rubiaceae) mediante administracao de doses sucessivas
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ABSTRACT.-- Oliveira M.D,, Riet-Correa F, Carvalho FEK.L, Silva G.B., Pereira W.S. & Medeiros R.
M.T. 2013. [Induction of resistance to Palicourea aeneofusca (Rubiaceae) poisoning by the
continuous administration of non-toxic doses.] Inducio de resisténcia a intoxicagdo por Pa-
licourea aeneofusca (Rubiaceae) mediante administracdo de doses sucessivas ndo tdxicas. Pes-
quisa Veterindria Brasileira 33(6):731-734. Hospital Veterinario, CSTR, Universidade Federal de
Campina Grande, Patos, PB 58700-000, Brazil. E-mail: rmtmed@uol.com.br

Palicourea aeneofusca (Miill. Arg.) Standl. is a toxic plant which contains sodium monofluo-
roacetate (MFA). With the objective to investigate if repeated non-toxic doses of P aeneofusca
induce resistance to the intoxication by this plant, 12 goats were distributed in two similar
groups. In Group 1, resistance was induced by the administration of the dry plant, during four
alternate periods: 0.02g/kg during 5 days, 0.02g/kg during 5 days, 0.03g/kg during 5 days, and
0.03g/kg during 5 days. Between the first and second period of administration and between
the second and the third period, the goats did not ingest P aeneofusca for 10 days. Between the
third and the fourth administration period the goats did not ingest the plant during 15 days.
One goat died suddenly during the third administration period when was ingesting 0.03g/kg.
The goats from Group 2 were not adapted to the consumption of P aeneofusca. Fifteen days
after the end of the adaptation period in Group 1, both groups ingested dry P. aeneofusca in the
daily dose of 0.03g/kg during 19 days. From day 20 the daily dose was increased to 0.04g/kg,
which was ingested for 12 days. The goats that showed clinical signs were removed from the
experiment immediately after the observation of first signs. One goat from Group 2 showed
clinical signs of poisoning and died on the 12" day of ingestion, and two showed clinical signs
on day 24'%; one recovered and the other died. At the end of the 31 days administration period,
a new group (Group 3) with three goats was introduced in the experiment to investigate if the
goats that did not become poisoned in Group 2 had acquired resistance. The three goats from
Group 1, five goats from Group 1, and three from Group 2 started to ingest a daily dose of 0.06g/
kg of dry P aeneofusca. On the third day of ingestion the three goats from Group 3 showed
clinical signs. Two died suddenly and another recovered 10 days after the end of ingestion. All
goats of Groups 1 and 2 ingested 0.06g/kg/day during nine days without showing clinical signs.
These results demonstrated that non-toxic repeated doses of P aeneofusca increase significant-
ly the resistance to the poisoning, and that this technique possibly could be used to control the
poisoning by P. aeneofusca or other toxic Palicourea species. The results of previous research
work suggest that resistance is due to the proliferation of MFA degrading bacteria in the rumen.

INDEX TERMS: Poisonous plants, acute cardiac insufficiency, sodium monofluoroacetate, Palicourea
aeneofusca, Palicourea spp., resistance to plant poisoning, goats.
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5 dias, 0,02g/kg durante 5 dias, 0,03g/kg durante 5 dias
e 0,03g/kg por mais 5 dias. Entre o primeiro e o segundo
periodo de administracdo e entre o segundo e o terceiro
periodo os animais ndo receberam planta por 10 dias con-
secutivos e entre o terceiro e quarto periodo de administra-
¢do os animais permaneceram 15 dias sem ingerir a planta.
Um caprino morreu subitamente quando estava recebendo
0,03 g/kg da planta, no terceiro periodo de administragio.
O Grupo 2 ndo foi adaptado ao consumo de P. aeneofusca.
Quinze dias ap6s a adaptacdo ao consumo de P. aeneofus-
ca do Grupo 1, os dois grupos receberam P. aeneofusca na
dose diaria de 0,03g/kg durante 19 dias. A partir do 202 dia
de administracdo continuada a dose diaria de P. aeneofusca
foi aumentada para 0,04g/kg. Esta dose foi administrada
por mais 12 dias. Os animais que mostraram sinais clinicos
foram retirados do experimento imediatamente apés a ob-
servagdo dos primeiros sinais. Um caprino do Grupo 2 apre-
sentou sinais clinicos de intoxicacdo e morreu no 122dia de
administracao e dois apresentaram sinais clinicos no 242
dia; um se recuperou e outro morreu. Apo6s finalizada esta
fase do experimento e para comprovar se 0s caprinos que
ndo tinham adoecido no Grupo 2 tinham também adquirido
resisténcia, foi introduzido outro grupo com trés caprinos.
Esses trés caprinos (Grupo 3), os cinco caprinos do Grupo
1 e os trés sobreviventes do Grupo 2, ingeriram uma dose
diaria de 0,06g/kg. Os trés caprinos do Grupo 3 adoeceram
no terceiro dia apés o inicio da ingestao, dois morreram em
forma hiperaguda e o outro recuperou-se ap6s 10 dias. To-
dos os caprinos dos Grupos 1 e 2 ingeriram P. aeneofusca
na dose de 0,06g/kg/dia durante nove dias sem apresentar
nenhum sinal clinico. Os resultados deste trabalho demons-
tram que a administracdo de doses ndo toxicas repetidas de
P. aeneofusca aumentam significativamente a resisténcia a
intoxicacdo e que esta técnica poderia ser utilizada para o
controle da intoxicagdo por P. aeneofusca e outras espécies
de Palicourea com similar toxicidade. Os resultados de pes-
quisas anteriormente realizados sugerem que a resisténcia
a intoxicacdo por plantas que contém MFA é devida a proli-
feracdo de bactérias que degradam MFA no riimen.

TERMOS DE INDEXAGAO: Plantas téxicas, insuficiéncia cardfaca
aguda, monofluoroacetato de sédio, Palicourea aeneofusca, Pali-
courea spp., resisténcia a intoxicagdo por planta, caprinos.

INTRODUCAO

No Brasil existem pelo menos 13 plantas que causam insu-
ficiéncia cardiaca aguda em ruminantes. O monofluoroace-
tato de sédio (MFA) foi determinado como o composto t6-
xico encontrado em Palicourea marcgravii (Oliveira 1963),
Palicourea aeneofusca (Lee et al. 2012), Amorimia (Mascag-
nia) rigida (Cunha et al. 2012, Lee et al. 2012), Amorimia
septentrionalis, Amorimia (Mascagnia) pubiflora (Lee et al.
2012) e Tanaecium bilabiatum (Arrabidaea bilabiata) (Kre-
bs et al. 1994).

Na Paraiba sdo conhecidas duas plantas que contém
MFA e causam insuficiéncia cardiaca aguda, A. septentrio-
nalis, anteriormente identificada como Amorimia (Mascag-
nia) rigida e P. aeneofusca (Vasconcelos et al. 2008).

Experimentalmente P. aeneofusca causou morte em ca-
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prinos (Passos 1983) e bovinos (Tokarnia & Doébereiner
1982) nas doses de 0,6 e 0,75g/kg de peso corporal (g/
kg), respectivamente. Os sinais clinicos sdo caracterizados
por taquicardia, jugular ingurgitada com pulso venoso po-
sitivo, taquipnéia com respiracdo irregular ou abdominal,
andar cambaleante, quedas e dectbito esternal evoluindo
para decubito lateral, seguidos de morte. Na necropsia ge-
ralmente ndo ha lesdes macroscopicas de significancia. Na
histologia a lesdo mais frequente, observada nos rins em
aproximadamente 50% dos animais intoxicados, é a seve-
ra vacuolizacdo e picnose das células epiteliais dos tibulos
contornados distais (Tokarnia & Dobereiner 1982, Passos
1983).

Em trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa
foi observado que animais que recebem diariamente doses
ndo toxicas de A. septentrionalis apresentam sinais clinicos,
mas geralmente se recuperam se a administragao é suspen-
sa imediatamente ap6s a observacido dos primeiros sinais
(Duarte et al. 2013). Apds o consumo da planta é necessa-
rio um periodo para que o MFA seja detoxificado pelo orga-
nismo que de acordo com Tokarnia et al. (2012) varia entre
oito a 14 dias para A. rigida e pode ser de dois a cinco dias
para P marcgravii.

Uma forma de controlar as intoxicag¢des por plantas que
contem MFA é o isolamento de bactérias que hidrolisam
MFA de forma a serem introduzidas no rimen de animais
susceptiveis para lhes conferir resisténcia. Dentro dessa li-
nha de pesquisa foram isoladas, na Paraiba, bactérias que
hidrolisam MFA do solo, de plantas e do rimen de capri-
nos que nunca tinham ingerido plantas que contém MFA
(Camboim et al. 2012a,b). Foi demonstrado, também, que
bactérias que hidrolisam MFA sio muito mais frequen-
tes do que se pensava anteriormente (Camboim 2012) e
que muito provavelmente a administracao de plantas que
contem MFA induz a multiplicacdo dessas bactérias que
ocorrem normalmente no rimen, induzindo resisténcia a
intoxicacdo. Foi demonstrado que a administracao diaria e
continua de doses ndo téxicas de A. septentrionalis admi-
nistradas em periodos alternados, que permitem a detoxi-
ficacdo do MFA, induz resisténcia contra a intoxicagio por
esta planta e que essa resisténcia pode ser transmitida de
um animal resistente para um animal susceptivel mediante
a transfaunacdo de contetido ruminal (Duarte et al. 2013).

O presente trabalho teve como objetivo determinar se é
possivel induzir resisténcia a intoxica¢ao por P. aeneofusca
mediante a administragdo de doses diarias ndo toxicas da
mesma por periodos alternados.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento, folhas de Palicourea aene-
ofusca foram coletadas no Municipio de Areia, Paraiba, Brasil
(07°04°02”S, 37°16’51”W e altitude de 560 metros acima do ni-
vel do mar) e desidratadas em temperatura ambiente por quatro
dias. Ap0s secas foram trituradas em moinho e guardadas em po-
tes fechados. Amostras da planta foram enviadas Poisonous Plant
Research Laboratory, em Logan, Estados Unidos, para determina-
¢do da concentragdo de MFA, detectando-se que a mesma conti-
nha 0,09+0,05% de MFA (Lee et al. 2012).
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Quadro 1. Indugio de resisténcia a ingestio de Palicourea aeneofusca administrando planta seca em doses
diarias repetidas por periodos variaveis (Grupo 1) e desafio mediante administra¢ido continuada da planta

(Grupos 1,2 e 3)
Grupo Doses e periodos de ingestdo, periodos sem ingestdo e caprinos que adoeceram sobre o total em cada periodo
Periodo de indugdo de resisténcia Periodo de desafio
G1 0,02 g/kg PSI* 0,02g/kg PSI 0,03g/kg PSI 0,03g/kg PSI 0,03g/kg 0,04 g/kg 0,05g/kg
5 dias 10dias 5dias 10dias 5dias 15dias 5dias 15dias 19dias 12 dias 9 Dias
Doentes/total 0/6 0/6 0/6 0/6 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
G2 Seis caprinos que ndo foram adaptados 0,03 g/kg 0,04 g/kg 0,05 g/kg
19 dias 12 dias 9 dias
Doentes/total 1/6 2/5 0/3
G3 Trés caprinos que nao foram adaptados 0,05g/kg
9 dias
Doentes/total 3/3
* PSI = Sem ingestdo.
0 Experimento foi realizado na cidade de Bananeiras, Paraiba, RESULTADOS

no Laboratério de Caprinocultura do Centro de Ciéncias Huma-
nas, Sociais e Agrarias (CCHSA) da Universidade Federal da Parai-
ba (UFPB). Inicialmente foram utilizados 12 caprinos, higidos, das
racas Alpino e Saanen pesando entre 15 e 25 kg, de ambos os se-
xos e distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais
de seis animais cada. Com a finalidade de verificar se é possivel
induzir resisténcia, os animais do Grupo 1 (Caprinos 1-6) rece-
beram, mediante a administragdo diaria, em periodos alternados,
0,02g/kg de P, aeneofusca dessecada durante 5 dias, 0,02g/kg du-
rante 5 dias, 0,03g/kg durante 5 dias e 0,03g/kg por mais 5 dias.
Entre o primeiro e o segundo periodo de administragio e entre
o segundo e o terceiro periodo os animais ndo receberam planta
por 10 dias consecutivos e entre o terceiro e quarto periodo de ad-
ministracdo os animais permaneceram 15 dias sem ingerir a plan-
ta (Quadro 1). Durante cada periodo de fornecimento da planta
foram realizados exames clinicos que consistiam em verificagdo
das frequéncias cardiaca e respiratoéria, da temperatura retal e do
comportamento do animal.

O Grupo 2 (Caprinos 7-12) ndo foi adaptado ao consumo de
P. aeneofusca. Quinze dias ap6s o final da adaptagdo ao consumo
de P, aeneofusca do Grupo 1, os dois grupos receberam P. aeneo-
fusca na dose diaria de 0,03g/kg durante 19 dias. A partir do 20°
dia de administrag¢do continuada a dose diaria de P. aeneofusca foi
aumentada para 0.04g/kg. Esta dose foi administrada por mais
12 dias.

Considerando que apds 31 dias de administracdo da planta
em forma continuada, em doses crescentes, havia 5 caprinos do
Grupo 1 e trés do Grupo 2 que ndo adoeceram, foi introduzido
um novo grupo de trés caprinos (Caprinos 13-15) para testar se
os oito animais mencionados anteriormente apresentavam resis-
téncia superior a do inicio do experimento. A partir do dia 32 os
cinco caprinos do Grupo 1, os trés do Grupo 2 e os trés do Grupo
3 passaram a receber diariamente 0,06g/kg de P. aeneofusca seca,
até o dia 40.

Durante todo o experimento, nos animais que apresentavam
sinais clinicos foi suspenso o fornecimento da planta no mesmo
dia que adoeceram, sendo retirados do experimento e colocados
em gaiolas afastadas em local tranquilo.

Os animais que morreram foram necropsiados. Amostras
de 6rgdos das cavidades, abdominal, toracica e sistema nervoso
central foram coletadas, fixadas em formol a 10%, incluidas em
parafina, cortadas a 5-6um e coradas pela hematoxilina-eosina
para exame histolégico. Para a interpretacdo das lesdes micros-
copicas cardiacas foram coletadas, no Abatedouro Municipal de
Patos, amostras do coragdo de 10 caprinos normais, que foram
processadas para estudo histolégico em forma semelhante a dos
caprinos intoxicados.

No Grupo 1, um animal (Caprino 1) morreu, sem que fos-
sem observados sinais clinicos, durante o periodo de in-
ducgio de resisténcia, no dia 34, 4 dias ap6s o inicio da in-
gestdo da dose diaria de 0,03g/kg. Em consequéncia disso
o intervalo entre as administra¢des, previsto inicialmente
para 10 dias, foi aumentado para 15 dias. Apés o periodo
de inducao de resisténcia nenhum animal do Grupo 1 apre-
sentou sinais clinicos durante os 40 dias da fase de desafio
mediante fornecimento de Palicourea aeneofusca em doses
crescentes (Quadro 1).

No Grupo 2, um animal (Caprino 12) apresentou sinais
clinicos e morreu no 122 de ingestdo da planta. No 242dia
adoeceram outros dois caprinos (Caprinos 8 e 10) deste
grupo. O Caprino 10 se recuperou em 6 dias e o Caprino
8 estava se recuperando 48 horas ap6s o final da ingestao,
quando foi solto numa pastagem e no retorno da mesma
morreu ap6s apresentar queda e movimentos de pedala-
gem. Nenhum outro animal do Grupo 2 adoeceu até o 402
dia (Quadro 1).

Dos animais do Grupo 3, todos adoeceram trés dias
apos o inicio da ingestdo de 0,06g/kg, enquanto que os trés
animais sobreviventes do Grupo 2 o os 5 animais do Grupo
1 receberam essa dose durante 9 dias sem apresentar si-
nais. Dos trés animais do Grupo 3 que adoeceram os Capri-
nos 14 e 15 morreram em forma hiperaguda e o Caprino 13
recuperou-se apos 10 dias. As doses administradas a cada
grupo, os periodos de administracdo, os periodos nos que a
planta nao foi administrada e a observa¢do de animais do-
entes apresentam-se no Quadro 1.

Os Caprinos 8, 12, 14 e 15 que adoeceram e morreram
apresentaram clinicamente apatia, anorexia, taquicardia,
ligeira perda de equilibrio, muitas vezes com andar camba-
leante e aumento progressivo da dificuldade locomotora e
elevado grau de dificuldade quando iam deitar-se. A mic¢io
era frequente. Na fase agonica da doenga todos os animais
caiam em decubito lateral, esticavam os membros, faziam
movimentos de pedalagem e apresentavam opistotono,
nistagmo e mugidos intensos. A morte ocorria de 10 a 20
minutos apos o inicio dos sinais clinicos.

Nos Caprinos 10 e 13, que se recuperaram, os sinais
eram mais brandos observando-se apatia e anorexia, per-
manecendo em decubito esternal por longos periodos. A
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recuperacdo ocorreu em trés dias no Caprino 10 e em 10
dias no Caprino 13. Neste ultimo registrou-se uma perda
de peso de 6 kg.

Nao foram observadas lesdes macroscépicas nos cinco
caprinos que morreram durante o experimento. No estudo
histolégico, os rins dos Caprinos 1 e 14 apresentaram va-
cuolizacdo e picnose de células epiteliais de raros tubulos
contornados distais. No Caprino 8, além de vacuolizados,
numerosos tibulos apresentava necrose e desprendimento
de células epiteliais. No Caprino 1 ndo foram observadas
lesdes cardiacas. No coracdo do Caprino 12 havia fibras
musculares eosinofilicas e com picnose nuclear e numero-
sas fibras de Purkinje apresentavam-se vacuolizadas. Nos
Caprinos 8, 13 e 14 havia discreta vacuolizacdo das fibras
de Purkinje, mais marcada nas fibras localizadas no mio-
cardio do que das localizadas no endocardio. Estas lesdes
ndo foram observadas no coragdo de 10 caprinos coletados
no abatedouro de Patos e utilizadas como controle.

DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que a adminis-
tracdo de doses ndo toxicas repetidas de Palicourea aene-
ofusca aumentam significativamente a resisténcia a intoxi-
cacdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Duarte et
al. (2013) com a administracdo de Amorimia septentriona-
lis a caprinos. O fato de trés animais do Grupo 2 ndo terem
apresentados sinais clinicos apds ingerir a planta durante
12 dias na dose diaria de 0,03g/kg e outros 20 dias na dose
de 0,04g/kg deveu-se, provavelmente, a que adquiriram
resisténcia durante o periodo de administracdo da planta.
Essa hipdtese foi comprovada na segunda fase do experi-
mento quando foi introduzido outro grupo de trés animais
no experimento. Enquanto esses trés animais introduzidos
recentemente no experimento adoeceram apos trés dias de
ingestao da dose de 0,06g/kg, os animais dos Grupos 1 e 2
ndo apresentaram nenhum sinal de intoxicacdo apoés inge-
rirem diariamente a mesma dose durante nove dias.

Por outro lado, o fato de que essa resisténcia pode ser
transmitida de animais resistentes para animais suscepti-
veis mediante a transfaunacdo de conteddo ruminal (Du-
arte et al. 2013) comprova que a resisténcia deve-se a
proliferacdo de bactérias que hidrolisam o MFA. A degrada-
¢do microbiolégica de MFA é catalisada por fluoroacetato
dehalogenases que clivam a forte ligagcao do carbono-fluor
(Fetzner & Lingens 1994). Os resultados obtidos neste ex-
perimento e as observacdes de Duarte et al. (2013) com A.
septentrionalis, mostram que ha numerosas bactérias que
degradam MFA (Camboim 2012). A repetida administragio
das plantas que contem MFA, em doses pequenas, favore-
ceria a multiplicagdo dessas bactérias, que normalmente
ocorrem no rimen dos animais.

No seu conjunto, os resultados desta experimentacao
com P, aeneofusca e dos trabalhos de Duarte et al. (2013),
Camboin (2012) e Camboin et al. (2011, 2012) sugerem
que ha trés possibilidades a serem exploradas para o con-
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trole de intoxica¢des por plantas que contém MFA median-
te o aumento da resisténcia dos animais: 1) a administra-
¢do repetida, por periodos alternados, de doses nao téxicas
da planta; 2) a administragcdo de MFA em doses ndo téxicas
0 que permitiria, também, a proliferacdo de bactérias que
tenham atividade de dehalogenases; e 3) a administracao
de outro substrato, ndo téxico, que estimule a proliferacdo
de bactérias com atividade de dehalogenases. Dessas trés
possibilidades, a terceira pareceria a mais adequada, ja
que resultaria dificil, sem conhecer a concentracdo de MFA,
administrar a planta com seguranca a doses nio tdxicas e
também é dificil trabalhar com uma substancia de alta toxi-
cidade como o MFA.
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